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HYDROGENHALTIGES KOMPOSITMATERIAL / HERGESTELLT DURCH EIiEKTRX SCH- AUSGELOSTE 

PRAZIPITATION EINER FESTPHASE 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Kompositmaterials, 

* 

ein dadurch hergestelltes Kompositmaterial und dessen Verwendung. 

Im medizinischen Bereich werden zunehmend synthetische Gewebetrager als Ersatz flir Or- 
gane und Gewebe benotigt. Dieses Gebiet wird ailgemein als Tissue-Engineering bezeichnet 
Von besonderer Bedeutung sind Gewebetrager, die mit dem nativen Organ oder Gewebe in 
den biologischen, biochemischen, biomechanischen und strukturellen Eigenschaften weitge- 
hend ubereinstimmen. Fur die rekonstruktive und regenerative Medizin, die Traumatologie 
und die Orthopadie sind in den letzten Jahren Gewebetrager im muskuloskelettalen Bereich 
(Ersatz fur Knochen, Knoipel und Sehnen) besonders bedeutsam geworden. Die Eigenschaf- 
ten der zur Zeit verfiigbaren Trager entsprechen jedoch in vielerlei Hinsicht nicht dem nativen 
Gewebe, da haufig die naturliche Morphologie nicht nachgebildet wird und/oder biochemi- 
sche und/oder biomechanische Eigenschaften nicht ubereinstimmen. Fur die Reparatur von 
osteochondralen Defekten stellt Tissue-Engineering einen vielversprechenden Therapieansatz 
dar. Dabei werden Zellen mit einem Potential zur Knorpelbildung in porQse Tragermateralien 
eingebracht und dann direkt oder nach in vitro-Vorkultivierung in den chondralen Defekt in 
vivo eingesetzt. Diese Tragermaterialien mtlssen ftir ihren Einsatz spezifische Materialeigen- 
schaften, insbesondere Formstabilitat, verzogerten Abbau, Biokompatibilitat, Zelladharenz, 
Chondrokonduktivitat, erfiillen. Von besonderer medizinischer ixnd wirtschaftlicher Bedeu- 
tung ist das Gebiet der Gelenkserkrammgen. Auf diesem medizinischen Gebiet sind die 
schmerzhaftesten Krankheiten diejenigen, bei denen Knorpel und die darunter liegende Kno- 
chenstruktur zerstort sind. Knorpel hat eine eingeschrankte Fahigkeit zur Regeneration und 
weist dann in der Regel eine geringere Qualitat auf als der gesunde Knorpel. Zahlreiche Ver- 
suche sind unternommen worden, gesxmdes Knorpel- und subchondrales Knochengewebe zu 
transplantieren oder in Kultur zu halten; jedoch ist bislang auf diesem Wege kein erfolgrei- 
cher Ersatz geschaffen worden. 

Um synthetische Materialien als erfolgreichen Knorpelersatz verwenden zu konnen, mussen 
viele unterschiedliche Eigenschaften des naturlichen Systems berucksichtigt werden. Zu die- 
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sen Eigenschaften zahlen biochemische Zusammensetzung, strukturelle Identitat (Nachah- 
mung der zonalen Morphologie) und biomechanische Eigenschaften. Ftir diese Materialien 
sind porose Schaume auf Grundlage von nattirlichen und synthetischen Polymer en von unter- 
schiedlichen Autoren vorgeschlagen worden. Ein guter IJberblick liber die Technologien zur 
Erzeugung von porosen Materialien fur das Tissue-Engineerung wird von Mikos et aL, Elec- 
tronic Journal of Biotechnology, Vol. 3 No. 2, 2000 dargeboten. Die Autoren beschreiben 
mehrere Verfehren zur Erzeugung von hochpor6sen Gitterstrukturen. So werden bspw. Gitter- 
strukturen durch das Schaffen eines dreidimensionalen Netzwerks von Fasern aus Polyglycol- 
saure geschaffen. ("Fiber bonding"). Ein anderes Verfahren, urn Poren in einer Matrix zu er- 
zeugen, beinhaltet die Verwendung eines wasserloslichen Porogens, wie etwa eines Salzes. 
Hierbei wird ein Polymer, Polymilchsaure oder Poly(DL-MIlch-Co-Glycolsaure) in Chloro- 
form oder Dichlormethan aufgelost und dann in eine Petrischale gegossen, die mit dem Poro- 
gen geftlllt ist. Hierbei difiundiert das Porogen in die Polymermatrix ein. Nach Verdampfung 
des L6sungsmittels wird das Komposit aus Polymer/Porogen fur 2 Tage in Wasser gelegt, urn 
das Porogen zu entfernen. Die Porositat des resultierenden Gitters kaim durch die Menge an 
zugegebenen Porogen kontrolliert werden, wahrend die PorengroBe von der Grofie der Poro- 
genteilchen, z.B., wenn das Porogen ein Salz ist, der Salzkristalle, abhangig ist. Ein weiteres 
Verfahren, das die Verwendung von organischen L5sungsmitteln bei der Porenbildung ver- 
meidet, ist die Verwendung eines Gases als Porogen. Hierbei werden feste Platten eines Po- 
lymers formgepreBt und dann unter erhohtem Druck einem Gas, bspw. C0 2 ftir einen lange- 
ren Zeitraum ausgesetzt Dabei werden Porositaten von bis zu 93% und PorengroBen bis zu 
100 \xm erhalten, wobei die Poren jedoch groBtenteils nicht miteinander verbunden sind. Zu- 
satzliche Techniken, die fur die Herstellung von porosen Polymergittern vorgeschlagen wor- 
den sind, beruhen auf dem Konzept der Phasentrennung anstelle des Einbaus eines Porogens. 
Solche Verfahren beinhalten die Emulgation/Gefriertrocknung oder eine Fliissig- 
FlUssigphasentrennung. Bei dem ersten Verfahren wird ein Polymer beispielsweise in Dich- 
lormethan aufgeldst und dann wird destiUiertes Wasser zugegeben, um eine Emulsion zu bil- 
den. Die Polymer/W assermischung wird in eine Form gegossen und abgeschreckt durch Ein- 
bringen in fliissigen Stickstoflf. Nach Abschrecken werden die geschafFenen Gitterstrukturen 
bei -55°C gefiiergetrocknet, was zur Entfernung des dispergierten Wassers und der Polymer- 
losungsmittel fuhrt. Die Flussig-Flussigphasentrennung erzeugt Polymer-reiche und Polymer- 
arme Phasen mnerhalb einer Polymerlosung. Die Polymer-arme Phase wird Harm entfernt, 
was ein hochporoses Polymernetzwerk hinterlaBt. 
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Eine Technik zur Phasentrennung eines Hydrogels wurde von Yannas und Mitarbeitem vor- 
gescMagen (US 4,955,893). Hierbei wird eine waBrige Suspension von Collagen- 
Glycosaminoglycan innerhalb eines RShrchens axial entlang des RShrchens eingefroren, wo- 
durch sich Eiskristalle ausbilden konnen. AnschlieBend wird das gefrorene Material unter 
Sublimationsbedingungen einem Vakuum ausgesetzt, wodurch die gebildeten Eiskristalle 
sublimierten und eine orientierte porOse Kanalstruktur hinterlieflen, die sich zur anschlieBen- 
den Besiedelung mit Nervenzellen eignete. Eine ahnliche Technik wird in US 6,447,701 (He- 
schel et aL) beschrieben, wobei hier die Polymersuspension zwischen 2 Oberflachen mit un- 
terschiedlichen Temperaturen gebracht wird, und wobei die Oberflachen einander gegenuber- 
liegen und aufgrund der unterschiedlichen Temperatur eine im wesentlichen geordnete oder 
homogene Struktur des Polymernetzwerks und der sich darin ausbildenden Kristalle erzeugt 
wird 

Keine der bislang im Stand der Technik beschriebenen Technologien hat zur Schaffung eines 
zufriedenstellenden Tragermaterials geftthrt, das die Anforderungen an biochemische Zu- 
sammesetzung, zonale Morphologie und biomechanische Eigenschaflen gleichennaBen er- 
fiillt. 

Dementsprechend war es Aufgabe der vorliegenden Erfindung ein Verfahren bereitzustellen, 
mit dem sich Kompositmaterialien herstellen lassen, die zum Einsatz als Knochen- 
/Knorpelersatz geeignet sind, wobei die Kompositmaterialien sowohl eine naturnahe Gewe- 
bemorphologie aufweisen, biokompatibel sind, als auch in den biomechanischen und bioche- 
mischen Eigenschaften eine hervorragende tTbereinstimmung mit nativem Gewebe zeigen. 

Aufierdem war es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein entsprechendes Verfahren bereit- 
zustellen, das einfach durchzufiihren ist 

Weiterhin war es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Kompositmaterial bereitzustellen, 
das insbesondere die zonale Morphologie von naturlichem Gewebematerial, insbesondere 
Knorpel-ZKnochengewebe in hervorragender Weise imrtiert. 



Diese Aufgaben werden gelost durch ein Verfahren zur Herstellung eines Kompositmaterials, 
umfassend die folgenden Schritte: 
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a) Bereitstellen eines Hydrogels, das mindestens einen weiteren Bestandteil umfaBt, der bei 
Anlegen eines elektrischen Feldes an das Hydrogel ausfallt oder erne feste Phase bildet, 

b) Anlegen eines elektrischen Feldes an das Hydrogel, 

c) Induzieren einer Strukturierung, bevorzugt einer Porenbildung in dem Hydrogel. 

In einer Ausftlhrungsform werden die Schritte b) und c) zeitlich zusammen, voreinander oder 
nacheinander oder so durchgefiihrt, daB einer der beiden Schritte nach Beginn des jeweiligen 
anderen Schrittes angefangen wird, ohne daB der andere Schritt bereits abgeschlossen ist. 

Bevorzugt wird Schritt c) durch einen Einfrierprozess des Hydrogels nnd/oder durch Gefrier- 
trocknung des Hydrogels und/oder durch Elektrolyse von Wasser und/oder durch Elektrolyse 
von wassrigen Lflsungen in dem Hydrogel durchgeftihrt. 

In einer Ausfiihrungsform erfolgt Schritt b) mittels mindestens zweier gegensatzlich gepolter 
Elektroden. 

In einer Ausfuhrungsform bildet in Schritt b) der mindestens eine weitere Bestandteil, der bei 
Anlegen eines elektrischen Feldes an das Hydrogel ausf&llt oder eine feste Phase bildet, eine 
kristalline und/oder amorphe Phase oder eine Kombination kristalliner und amorpher Phasen. 

Bevorzugt wird in Schritt b) eine Spannung von 3 V bis 20 V an das Hydrogel angelegt, 
und/oder ein Strom der Starke von 0,5 A bis 5 A fliefit durch das Hydrogel, bevorzugt uber 
einen Zeitraum von 0,5 Minuten bis 1 20 Minuten. 

Die Spannung ist eine Gleichspannung oder eine Wechselspannung. In einer 
Ausfuhrungsform hat die Wechselspannung eine Frequenz im Bereich von 1 Hertz bis 0,01 
Hertz. 

In einer Ausfuhrungsform ist das Hydrogel ein Hydrogel von einer oder mehreren Verbin- 
dungen, ausgewahlt aus der Gruppe, umfassend Kollagen, insbesondere Kollagen vom Typ I 
und II, Telopeptid-fireies Kollagen, Kollagenhydrolysate, Proteoglycane, Glycosaminoglyca- 
ne, Polymethacrylsauren, Polymethacrylate, Polyvinylpyrrolidon, Polyvinylalkohol, Gelatine, 
Polyglycolsaure, Polymilchsaure und Copolymere von Polymilchsaure und Polyglycolsaure, 
Glucose, Lipide, Phospholipide, Urate, Hyaluronsaure, Hyaluronsaurederivate, insbesondere 
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Hyaluronsaureester, sowie ionische Bestandteile ausgewahlt aus der Gruppe, umfassend Na + , 
K + , Mg 2 *, Ca 2+ , Cr, HCCV, HPO4 2 ', SO4 2 ", F". 

In einer Ausfuhrungsform ist der mindestens eine weitere Bestandteil, der bei Anlegen eines 
elektrischen Feldes an das Hydrogel ausfallt oder eine feste Phase bildet, ausgewahlt aus der 
Gruppe, umfassend Calciumcarbonate, Calciumphosphate, insbesondere Hydroxylapatit, Tri- 
Calciumphosphate, Brushit, Octacalciumphosphat, amorphes Calciumphosphat, 
Tetracaiciumphosphat, Monetit, calciumdefizitares Hydroxylapatit, sowie Verbindungen, 
gebildet aus ionischen Bestandteilen, ausgewahlt aus der Gruppe, umfassend Na + , K + , Mg 2+ , 
Ca 2+ , Of, HCO3", HPO4 2 ', SO4 2 ', F" sowie ionische Bestandteile. 

In einer Ausfuhrungsform umfaBt das Hydrogel einen Bestandteil, der elektrisch leitfehig ist, 
wobei dieser Bestandteil nait dem mindestens einem weiteren Bestandteil, der bei Anlegen 
eines elektrischen Feldes an das Hydrogel ausfdllt oder eine feste Phase bildet, identisch ist 
oder von diesem verschieden ist. 

Bevorzugt wird der elektrisch leitf&hige Bestandteil in das Hydrogel eingebracht oder auf das 
Hydrogel aufgetragen. 

In einer Ausfuhrungsform ist der elektrisch leitfahige Bestandteil chemisch und/oder 
biologisch inert, wobei bevorzugt ist, daB der elektrisch leitfShige Bestandteil ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, umfassend Edelmetalle, insbesondere elementares Gold und/oder Platin, 
sowie Kohlenstoff, insbesondere Graphit. 

Sofern der elektrisch leitfahige Bestandteil in das Hydrogel eingebracht wird, ist bevorzugt, 
daB er dort homogen oder inhomogen im Hydrogel verteilt wird. 

Sofern der elektrisch leitfahige Bestandteil auf einer Oberflache des Hydrogels aufgetragen 
wird, ist bevorzugt, daB er durch eine Oberflachenbehandlung strukturiert wird. 

In einer Ausfuhrungsform liegt das Hydrogel als eine Schicht vor, die vor oder nach 
Durchfuhrung des Schrittes b) und/oder c) aufgerollt wird. 



Bevorzugt wird das Hydrogel chemisch und/oder physikalisch quervernetzt 
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In einer Ausftihrungsform erfolgt die Gefriertrocknung durch Einfiieren des Hydrogels auf 
eine Temperatur im Bereich von -1°C bis -196°C, bevorzugt im Bereich von -10°C bis -50°C 
und anschlieflende Sublimation. 

In einer Ausfuhrungsform erfolgt das Einfiieren des Hydrogels gerichtet und/oder 
ungerichtet, bevorzugt von einer und/oder mehren Seiten des Hydrogels her, wobei bevorzugt 
wird, daB das Einfiieren des Hydrogels tiber einen Zeitraum von naherungsweise einer halben 
Stunde bis vier Stunden erfolgt. Ein Beispiel fiir ein ungerichtetes Einfiieren ist eine sehr 
schnelle Erstarrung (Schockgefriervorgang), die zu einem amorphen, glasartigen Zustand des 
Hydrogels fuhrt. 

Die Aufgaben der Erfindung werden auch gelost durch ein Kompositrnaterial, hergestellt 
durch ein Verfahren gemaB der vorliegenden Erfindung. 

In einer Ausfuhrungsform hat das Kompositrnaterial der vorliegenden Erfindung eine poren- 
aufweisende Schicht eines Gels, bevorzugt eines partiell hydratisierten Hydrogels oder eines 
Xerogels, an die eine feste Phase, bevorzugt eine kristalline imd/oder amorphe Phase oder 
eine Kombination kristalliner und/oder amorpher Phasen angehangt ist, wobei bevorzugt ist, 
dafl die PorengroBe im Bereich von 10 |im - 150 \im liegt. 

Wie hierin verwendet, ist unter " PorengroBe" der mittlere Porenkanaldurchmesser zu 
verstehen. 

In einer Ausfuhrungsform ist die feste, bevorzugt kristalline und/oder amorphe Phase oder die 
Kombination kristalliner und amorpher Phasen ein Calciumphosphat 

In einer Ausfuhrungsform umfaBt das Kompositrnaterial der vorliegenden Erfindung 
weiterhin mindestens eine das Zellwachstum oder die Zellansiedlung oder die Zelladhasion 
fiJrdemde Substanz, die bevorzugt ein Wachstumsfaktor oder ein fetales Serum oder Poly-L- 
Lysin ist. In einer Ausfuhrungsform umfaBt das Kompositrnaterial Serum, wobei das Serum 
autogenen, syngenen, allogenen oder xenogenen Ursprungs ist. 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die mindestens eine das Zellwachstum oder die 
Zellansiedlung oder die Zelladhasion fbrdemde Substanz Serum, wobei das Serum autogenen, 
syngenen, allogenen, oder xenogenen Ursprungs ist. Bevorzugter ist der Wachstumsfaktor 
ausgewahlt axis der Gruppe, umfassend Substanzen der TGF-p-Superfamilie, insbesondere 
TGF-pi. In einer Ausflihrungsform ist das fetale Serum ein tierisches fetales Serum 
beispielsweise fetales KSlberserum. 

In einer Ausfuhrungsform umfaBt das Kompositmaterial weiterhin biologische Zellen, 
bevorzugt menschliche oder tierische Zellen. 

In einer anderen Ausflihrungsform umfaBt das Kompositmaterial pflanzliche Zellen. 

Die Aufgaben der Erfindung werden auch gelGst durch die Verwendung eines 
Kompositmaterials gemMB der vorliegenden Erfindung als Trager fur biologische Zellen, 
bevorzugt menschliche oder tierische oder pflanzliche Zellen. 

Weiterhin werden die Aufgaben der vorliegenden Erfindung gelost durch die Verwendung 
eines Kompositmaterials gemaB der vorliegenden Erfindung als Gewebeersatz im 
menschlichen oder tierischen Korper. 

Weiterhin werden die Aufgaben der Erfindung gelost durch die Verwendung eines 
Kompositmaterials gemaB der vorliegenden Erfindung als Tragermaterial fur biologisch 
und/oder chemisch und/oder katalytisch wirksame Substanzen in den Bereichen der 
Abwasserreinigung, Filtration, Bioreaktortechnik und/oder Katalyse. 

Wie hierin verwendet bezeichnet der Begriff "Hydrogel" ein wasserenthaltendes Gel auf der 
Basis hydrophiler Molekule, bevorzugt Polymere, die als dreidimensionale Netzwerke vorlie- 
gen. In Wasser quellen diese Netzwerke unter weitgehender Formerhaltung bis zu einem 
Gleichgewichtsvolumen auf. Die Netzwerkbildung erfolgt vorwiegend uber chemische Ver- 
kniipfung der einzelnen Polymerketten, ist aber auch physikalisch durch elektrostatische, hy- 
drophobe oder Dipol/Dipol-Wechselwirkungen zwischen einzelnen Segmenten der Molekul- 
ketten moglich. 
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Unter "Xerogelen", wie hierin verwendet, sind Gele zu verstehen, die ihre Fliissigkeit auf 
irgendeine Weise, bspw. durch Verdampfen, Abpressen oder Absaugen, verloren haben, wo- 
bei sich auch die raumliche Anordnung des Netzes verMndert haben kann, so da/5 die AbstMnde 
zwischen den Strukturelementen andere Dimensionen als in dem Hydrogel haben. 

Unter "Gelen" allgemein, wie hierin verwendet, sind formbestandige, leicht defbrmierbare, an 
Fliissigkeiten und/oder Gasen reiche disperse Systeme aus mindestens zwei Komponenten zu 
verstehen, die zumeist aus einem festen, kolloid zerteilten Stoff mit langen oder stark ver- 
zweigten Teilchen und einer Fltissigkeit (meist Wasser) als Dispersionsmittel bestehen. In der 
Regel ist die feste Substanz koharent, das heifit sie bildet im Dispersionsmittel ein raumliches 
Netzwerk, wobei die Teilchen durch Neben- oder Hauptvalenzen an verschiedenen Punkten 
aneinander haften. 

Das Anlegen eines elektrischen Feldes an das erfindungsgemaiJe Hydrogel kann iiber Elek- 
troden an sich bekannter Bauweise erfolgen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden 2 
Elektroden verwendet, die einander an gegeniiberliegenden Seiten des Hydrogels mit diesem 
in elektrisch leitender Verbindung in Kontakt treten. Das Verfahren der Gefiiertrocknung des 

■ ■ 

Hydrogels ist an sich bekannt und im Stand der Technik beschrieben (e. g. US 4,955,893). 
Bevorzugt erfolgt der Einfrierschritt des Hydrogels in einer gerichteten Weise, so daB die 
Ausbildung von Eiskristallen zellular und/oder dendritisch strukturiert erfolgt und/oder auf 
eine Art erfolgt, die durch die physikalischen Gesetze bei der Erstarrung wasserhaltiger Sub- 
stanzen vorgegeben ist. Der Einfrierschritt kann jedoch auch ungerichtet erfolgen. Ein Bei- 
spiel fur ein ungerichtetes Einfiieren ist eine sehr schnelle Erstarrung (Schockgefriervorgang), 
beispielsweise Uber einen Zeitraum von 1 s - 180 s, die zu einem amorphen glasartigen Zu- 
stand des Hydrogels fuhrt. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird das Hydrogel mit der sich ausbildenden festen 
Phase des mindestens einen weiteren Bestandteils kovalent verbunden. Dies kann bspw. iiber 
chemische Quervernetzung oder physikalische Quervernetzung erfolgen. Die physikalische 
Quervernetzung kaim durch Bestrahlung (meist kurzwellige Strahlung, wie UV, Gamma, 
Rontgen) und/oder thermische Behandlung erfolgen. Die Wirkungsweise ist prinzipiell ahn- 
Uch wie bei der chemischen Quervernetzung (reaktive chemische Gruppen oder Molektile die 
mit anderen Molekulen oder Gruppen chemische Bindungen bilden und so zu einer Stabilisie- 
rung der Struktur fuhren). 
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In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist der vom Hydrogel umfaBte elektrisch leitfahige 
Bestandteil biokompatibel. 

Es wird nunmehr Bezug genommen auf die Abbildungen, bei denen 

Abbildung 1 einen Aufbau zur Erzeugung einer Ausfuhrungsform eines Kompositmaterials 
gemaB der vorliegenden Erfindung darstellt, 

Abbildung 2A eine Ausfuhrungsform eines gemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren herge- 
stellten Kompositmaterials zeigt, 

Abbildung 2B eine andere Ausfuhrungsform eines gemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren 
hergestellten Kompositmaterials zeigt, welches mit einem zellhistologischen Bild von Knor- 
pel, gef&rbt mit Hematoxylin-Eosin, tiberlagert ist. Der in Abbildung 2B eingesetzte kleinere 
Rahmen zeigt das Kompositmaterial gemaB der vorliegenden Erfindung, wahrend der groBere 
Rahmen der Abbildung 2B naturlichen Knorpel zeigt. Zellkorper in dem Knorpel sind als 
dunkle Ktfrperchen , aiigefarbt mit Hematoxylin-Eosin, zu erkennen. Die Uberlagerung der 
Bilder zeigt die gute tJl^ereinstimmung des erfindungsgemaBen Kompositmaterials mit der 
naturlichen Struktur gesunden Knorpeis. 

Die Erfindung wird nunmehr anhand der folgenden Beispiele beschrieben, die zu Erlaute- 
rungszwecken dargeboten werden, nicht urn die Erfindung zu beschranken. 

Beispiel 1 

Der Versuchsaufbau, bestehend aus Peltier-Element und zugehdrigem Kuhlkorper, sowie 
zwei Platin-Elektroden und dem Mantel des zylindrischen ProbengefaBes, wird steril vorbe- 
reitet. Die beiden Platin-Elektroden, von denen eine Elektrode den Boden des ProbengefaBes 
bildet, werden zusammen mit einem PTFE-Rohr, welches den Mantel des zylindrischen Pro- 
bengefaBes bildet, in einem Druckautoklaven unter Sattdampfatmosphare bei 121°C und max. 
3 bar Druck fur 30 min sterilisiert. Andere in der Medizin tibliche Sterilisationsprozesse sind 
ebenfells moglich. 
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Das Peltier-Element, welches als Ktihl- und HeizkSrper dient, wird durch geeignete Polling an 
der Oberflache, die Kontakt zum Probengefafi hat, erwarmt auf 40°C. 

5 g Gelatine (Sigma, Typ A aus Schweinehaut) werden bei 50°C in 40 ml einer gesattigten 
Calciumphosphat Losung homogen gelost. 5 ml der Gelatine-Losung werden anschlieBend in 
das sterile ProbengeiaB der Versuchsapparatur eingefullt. Nach dem Einfullen der Gelatine- 
LSsung wird die obere Platin-Elektrode in die Losung getaucht. 

AnschlieBend werden folgende Schritte durchgefuhrt: 

la) Durch Umpolung des Peltier-Elements wird eine Temperatur von -30°C an der Oberfla- 
che, die Kontakt zum Probengefafi hat, eingestellt Gleichzeitig wird eine Spannung von 
15 V an den Platin-Elektroden eingestellt, wodurch es zur elektrolytischen Zersetzung 
des Wassers kommt und Gasblasen aus H2 und O2 entstehen. AuBerdem kommt es zur 
Bildung einer Calciumphosphatschicht an der unteren Elektrode. Sobald eine geschlosse- 
ne Eisschicht an der Elektrode entsteht, die den Boden des ProbengefaBes bildet, hort die 
Gasentwicklung auf, da kein Stromfluss mehr moglich ist. 

lb) Anders als in la) findet die elektrolytische Zersetzung des Wassers bereits vor Umpolung 
des Peltier-Elements (und der damit verbundenen Temperaturerniedrigung auf -30°C) 
statt und endet erst wieder, wenn sich eine geschlossene Eisschicht gebildet hat. 

Nach den alternativen Schritten la) oder lb) ist die Losung nach ca. 2h vollstfindig gerichtet 
erstarrt und wird mit einem sterilen Stempel aus dem Mantel des ProbengefaBes gedruckt und 
sofort in einen Gefriertrockner transferiert. Nach 12h Gefriertrocknung wird das getrocknete 
Hydrogel dem Gefriertrockner entnommen. 

lc) Das getrocknete Hydrogel wird chemisch in einer aldehyd-haltigen Atmosphare fur 6h 
vernetzt AnschheBend werden drei Waschungen in steriler 0,9 %iger KochsalzlCsung 
dittchgefuhrt, urn Aldehydreste im getrockneten Hydrogel zu eliminieren. 

Id) Das getrocknete Hydrogel wird thermisch in trockener Atmosphere bei 120°C vernetzt 
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Ein im Rahmen dieses Beispiels hergestelltes Kompositmaterial kann in den Abbildungen 1, 
2A und 2B (kleiner Rahmen) betrachtet werden. 

Beispiel 2 

Eigenschaflen des erfindungsgemaBen Kompositmaterials aus Beispiel 1 . 

2a) Die mechanischen Eigenschaflen des erfindungsgemaBen Kompositmaterials wurden mit 
einem speziellen Priifaufbau getestet. 

Die Materialeigenschaften wurden wie folgt ermittelt: 



Literatur 


Bemerkung 


E-Modul [MPa] 


Poisson Zahl 


Korhonen et al., J. 
Biomech., 
903-909, 2002 


(Pruf-Stempel-0 
3.7mm) bovine Ex- 
plantate 








Femur 


0.47 + 0.15 


0.26 ± 0.08 




Humerus 


1.15 + 0.43 


0.16 ±0.06 




Patella 


0.72 ±0.19 


0.21 ± 0.05 


erfindungs-gemaBes 
Komposit-material : 

*•* 


(PrOf-Stempel-0 
8.0mm) 

eifindungsgemSBes 
Kompositmaterial 


0.67 ±0.02.:. 


0.27 



Unter E-Modul ist das Elastizitatsmodul, eine materialspezifische KenngroBe zu verstehen. Es 
stellt den Proportionalitatsfaktor in dem als Hookschem Gesetz bekannten Zusammenhang 
dar. Unter der Poisson-Zahl ist die Querkontraktion zu verstehen, sie beschreibt das Verhalt- 
nis zwischen Querschnittsanderung und Langenanderung eines Materials. 



Die mechanische Priifung wurde in 0,9%iger Kochsalzl6sung durchgeftihrt. Die mechani- 
schen Eigenschaften des erfindungsgemaBen Kompositmaterials liegen angenahert im Bereich 
von naturlichem Gewebe. 

2b) Die Durchmesser der im erfindungsgemaBen Kompositmaterial gebildeten Porenkanfile 
wurden durch Auswertung rasterelektronenmikroskopischer Bilder ermittelt. Der ein- 
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stellbare Porenkanaldurchmesser liegt im Bereich zwischen 10 |im und 150 \im und be- 
gunstigt eine einfache Besiedlung der Porenkanale durch Zellen sowie deren gute Nahr- 
stoffversorgung mittels Diffusion. Bei der Zellbesiedlung wird eine Zellsuspension in das 
erfindungsgemaBe Kompositmaterial eingebracht, und die dermaBen angesiedelten Zellen 
bilden spater das sehr dichte natiirliche Fasergeflecht, wie es im gesunden Knorpel ge- 
funden wird. Somit ermoglicht das erfindungsgemaBe Kompositmaterial die Bildung von 
natOrlichem Knorpel-/Knochengewebe in hervorragender Weise, weist nach Besiedelung 
eine ahnliche Gewebemorphologie auf, zeigt in den biomechanischen Eigenschaflen eine 
hervorragende Ubereinstimmung mit nativem Gewebe und ist biokompatibel. 

Die in der vorstehenden Beschreibung, den Anspriichen sowie den Zeichnungen ofFenbarten 
Merkmale der Erfindung k5nnen sowohl einzeln als auch in beliebiger Kombination fur die 
Verwirklichung der Erfindung in ihren verschiedenen Ausfuhrungsformen wesentlich sein. 
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Ansprttche 

1 . Verfahren zur Herstellung eines Kompositmaterials, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Bereitstellen eines Hydrogels, das mindestens einen weiteren Bestandteil umfaflt, der 
bei Anlegen eines elektrischen Feldes an das Hydrogel ausf&llt oder eine feste Phase 
bildet, 

b) Anlegen eines elektrischen Feldes an das Hydrogel, 

c) Induzieren einer Strukturierung, bevorzugt einer Porenbildung in dem Hydrogel. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Schritte b) und c) zeitlich zusammen, voreinander 
oder nacheinander oder so durchgeflihrt werden, daB einer der beiden Schritte nach Be- 
ginn des jeweiligen anderen Schrittes angefangen wird, ohne daB der andere Schritt be- 
reits abgeschlossen ist. 

3. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
Schritt c) durch einen Einfrierprozess und/oder durch Gefriertrocknung des Hydrogels 
und/oder durch Elektrolyse von Wasser und/oder durch Elektrolyse von wassrigen Losun- 
gen in dem Hydrogel durchgeflihrt wird. 

4. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
Schritt b) mittels mindestens zweier gegensatzlich gepolter Elektroden erfolgt. 

5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB in 
Schritt b) der mindestens eine weitere Bestandteil, der bei Anlegen eines elektrischen 
Feldes an das Hydrogel ausfallt oder eine feste Phase bildet, eine kristalline und/oder 
amorphe Phase oder eine {Combination kristalliner und amorpher Phasen bildet. 

6. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprttche, dadurch gekennzeichnet, daB in 
Schritt b) eine Spannung von 3 V bis 20 V an das Hydrogel angelegt und/oder ein Strom 
der Starke von 0,5 A bis 5 A durch das Hydrogel fliefit, bevorzugt ttber einen Zeitraum 
von 0,5 Minuten bis 120 Minuten. 
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7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die angelegte Spannung eine 
Gleichspannung oder eine Wechselspannung ist 

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Hydrogel ein Hydrogel von einer oder mehreren Verbindungen ist, ausgewahlt aus der 
Gruppe, umfassend Kollagen, insbesondere Kollagen vom Typ I und n, Telopeptid-freies 
Kollagen, Kollagenhydrolysate, Proteoglycan, Glycosaminoglycane, Polymethacrylsau- 
ren, Polymethacrylate, Polyvinylpyrrolidon, Polyvinylalkohol, Gelatine, Polyglycolsaure, 
Polymilchsaure, Copolymere von Polymilchsaure und Polyglycolsaure, Glucose, Lipide, 
Phospholipide, Urate, Hyaluronsaure, Hyaluronsaurederivate, insbesondere Hyaiuronsau- 
reester, sowie ionische Bestandteile, ausgewahlt aus der Gruppe, umfassend Na + , K + , 

M g 2+ , ca 2+ , cr, hco 3 ; hpo 4 2 -, S0 4 2 " 9 F". 

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der 
mindestens eine weitere Bestandteil, der bei Anlegen eines elektrischen Feldes an das 
Hydrogel ausfallt oder eine feste Phase bildet, ausgewahlt ist aus der Gruppe, umfassend 
Calciumcarbonate, Calciumphosphate, insbesondere Hydroxylapatit, Tri- 
Calciumphosphate, Brushit, Octacalciumphosphat, amorphes Calcixxmphosphat, 
Tetracalciumphosphat, Monetit, calciumdefizitatres Hydroxylapatit, sowie Verbindungen 
gebildet aus ionischen Bestandteilen, ausgewahlt aus der Gruppe, umfassend Na + , K + , 
Mg 2 ^ Ca 2+ , CI", HC0 3 -, HP0 4 2 -, S0 4 2 -, F". 

10. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Hydrogel einen Bestandteil umfaBt, der elektrisch leitfahig ist, wobei dieser Bestandteil 
mit dem mindestens einem weiteren Bestandteil, der bei Anlegen eines elektrischen 
Feldes an das Hydrogel ausfallt oder eine feste Phase bildet, identisch ist oder von diesem 
verschieden ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB der elektrisch leitfahige 
Bestandteil in das Hydrogel eingebracht wird oder auf das Hydrogel aufgetragen wird. 



12. Verfahren nach einem der Anspriiche 10-11, dadurch gekennzeichnet, daB der elektrisch 
leitMiige Bestandteil chemisch und/oder biologisch inert ist. 
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13. Verfehren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB der elektrisch leitfahige 
Bestandteil ausgewahlt ist aus der Gruppe, umfassend Edelmetalle, insbesondere 
elementares Gold und/oder Platin, sowie Kohlenstoff, insbesondere Graphit 



14. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 — 13, dadurch gekennzeichnet, dafi, sofern der 
elektrisch leitf&hige Bestandteil in das Hydrogel eingebracht wird, er dort homogen oder 
inhomogen im Hydrogel verteilt wird. 



15. Verfahren nach einem der Anspriiche 11-13, dadurch gekennzeichnet, dafi, sofern der 
elektrisch leitfahige Bestandteil auf einer Oberflache des Hydrogels aufgetragen wird, er 
durch eine Oberflachenbehandlung strukturiert wird. 



16. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Hydrogel als eine Schicht vorliegt, die vor oder nach Durchflihrung des Schrittes b) 
und/oder c) aufgerollt wird. 



17. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Hydrogel chemisch und/oder physikalisch quervernetzt wird. 



18. Verfahren nach einem der Anspriiche 3-17, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Gefriertrocknung durch Einfrieren des Hydrogels auf eine Temperatur im Bereich von 
-1°C bis -196°C und anschliefiende Sublimation erfolgt. 



19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB das Einfrieren des Hydrogels 
gerichtet und/oder ungerichtet, bevorzugt von einer und/oder mehreren Seiten des 
Hydrogels her erfolgt. 



20. Verfahren nach einem der Anspriiche 18 — 19, dadurch gekennzeichnet, dafi das Einfrieren 
des Hydrogels tiber einen Zeitraum von naherungsweise einer halben Stunde bis vier 
Stunden erfolgt. 



21. Kompositmaterial hergestellt durch ein Verfahren nach einem der vorangehenden 
Anspriiche. 
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22. Kompositmaterial nach Anspruch 21, gekennzeichnet durch eine porenaufweisende 
Schicht eines Gels, bevorzugt eines partiell hydratisierten Hydrogels oder eines Xerogels, 
an die eine feste Phase, bevorzugt eine kristalline und/oder amorphe Phase oder eine 
Kombination kristalliner und amorpher Phasen angehangt ist. 

23 . Kompositmaterial nach einem der Ansprttche 21 - 22, gekennzeichnet durch eine 
PorengroBe von 10 \xm- 150 \im. 

24. Kompositmaterial nach einem der AnsprUche 21 - 23, dadurch gekennzeichnet, daB die 
feste, bevorzugt kristalline und/oder amorphe Phase oder die Kombination kristalliner und 
amorpher Phasen ein Calciumphosphat ist 

25. Kompositmaterial nach einem der Anspriiche 21 - 24, weiterhin umfassend mindestens 
eine das Zellwachstum oder die Zellansiedlung oder die Zelladhasion fbrdernde Substanz. 

26. Kompositmaterial nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daft die mindestens eine 
das Zellwachstum oder die Zellansiedlung oder die Zelladhasion fbrdernde Substanz ein 
Wachstumsfaktor oder ein fetales Serum oder Poly-L-Lysin ist, wobei der 
Wachstumsfaktor bevorzugt ausgewahlt ist aus der Gruppe, umfassend Substanzen der 
TGF-p-Superfamilie, insbesondere TGF-pl, und wobei das fetale Serum ein tierisches 
fetales Serum, beispielsweise fetales Kalberserum ist. 

27. Kompositmaterial nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB die mindestens eine 
das Zellwachstum oder die Zellansiedlung oder die Zelladhasion fordernde Substanz 
Serum ist, wobei das Serum autogenen, syngenen, allogenen oder xenogenen Ursprungs 
ist. 

28. Kompositmaterial nach einem der Anspriiche 21 — 27, dadurch gekennzeichnet, daB es 
weiterhin bioiogische Zellen, bevorzugt menschliche oder tierische Zellen oder 
pflanzliche Zellen umfaBt. 

29. Verwendung eines Kompositmaterials nach einem der Anspriiche 21 - 28 als TrSger fur 
bioiogische Zellen, bevorzugt menschliche oder tierische Zellen oder pflanzliche Zellen. 
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30. Verwendung eines Kompositmaterials nach einem der Anspriiche 21 - 28, als 
Gewebeersatz im menschlichen oder tierischen Korper. 

3 1 . Verwendung eines Kompositmaterials nach einem der Anspriiche 21 - 28 als 
Tragermaterial fiir biologisch und/oder katalytisch und/oder chemisch wirksame 
Substanzen in den Bereichen der Abwasserreinigung, Filtration, Bioreaktortechnik 
und/oder Katalyse. 
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Fetd II Bemerkungen zu den AnsprQchen, die sich aJs nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrQnden fOr bestlmmte AnsprQche keln Recherchenbericht erstellt: 

1. fx I AnsprQche Nr. 

well sle slch auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet 1st, namlich 

Obwohl der Anspruch 30 sich auf e1n Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers beziehen, wurde die Recherche durchgefQhrt und 
grundete sich auf die angeftlhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2. [ | AnsprQche Nr. 

weQ sle slch auf Telle der intemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenlg entsprechen, 
daB eine slnnvolle intemationale Recherche nicht durchgefQhrt werden kann, namlich 



3. LJ AnsprQche Nr. 

well es sich dabel um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaSt sind. 



Feld III Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die intemationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalfc 



* 

1 . I - ! Da der Anmelder alie erforderiichen zusatzlichen RecherchengebGhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dleser 
1 — 1 Internationale Recherchenbericht auf afle recherchierbaren AnsprQche. 

2 f | Da fQr alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefQhrt werden konnte, der eine 
I — I zusatziiche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die Behfirde nicht zur Zahlung einer soichen GebQhr aufgefordert 



3. Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich 
I — I Internationale Recherchenbericht nur auf die AnsprQche, fQr die GebQhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
AnsprQche Nr. 



4. | | Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen RecherchengebQhren nicht rechtzeitig entrichtet Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprQchen zuerst erwahnte Erfindung; diese 1st in folgenden AnsprQchen er- 
faOt 



Bemerkungen hlnsf chtflch eines Widerspruchs | | Die zusatzlichen GebQhren wurden vom Anmelder unter Wlderspruch gezahlt 

| | Die Zahlung zusatzJicher RecherchengebQhren erfolgte ohne Wlderspruch. 
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